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(54) Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials 

(57) Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bindung eines biologischen Materials an eine Fest- 
phase durch Bereitstellung einer das biologische Mate- 
rial enthaltenden Probenflussigkeit in einem 
ProbengefaB (A) mit einer inneren Kontur (A17) und 
Einbringen eines gegen das ProbengefaB mit einer 
porosen Matrix (C11) verschlossenen. eine auf die 
innere Kontur (A1 7) abgestimmte Kontur (C1 2) aufwei- 
senden und hohlen Formkbrpers (C) in das Probenge- 
faB (A), so daB Probenflussigkeit durch die porose 
Matrix (C11) in den Formkdrper (C) eindringt. Dieses 
Verfahren ist leicht automatisierbar und reduziert die 
Entstehung von Aersolen. ■ 
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Beschreibung 

Gegenstand der voriiegenden Erf indung ist ein Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Fest- 
phase sowie ein hierfur geeigneter Formkdrper. der eine pordse Matrix und Bauteile zur Verbindung mit weiteren Funk- 
5 tionsteilen aufweist. 

In vielen Anwendungsgebieten erfordert die Behandlung von Flussigkeiten besondere Sorgfalt im Hinblick auf eine 
aktive Vermeidung der Entstehung von Kontaminationen, die einen schadlichen EinfluB auf die Umgebung ausuben 
konnten. Dies gilt insbesondere fur giftige Flussigkeiten, jedoch auch fur ublicherweise wahrend Analysen von Inhalts- 
stoffen anfallende Flussigkeiten. In der Regel werden namlich Behandlungsschritte zur Vorbereitung einer Probenf lus- 
ts sigkeit fur die Analyse in demselben Labor Oder sogar Raum vorgenommen, wie die Analyse selbst. Zum Beispiel 
durch wahrend der Behandlung entstehende Aerosole wird die Umgebung oft so stark z. B. mit Probenbestandteilen 
kontaminiert, da!3 die Analyse von Inhaltsstoffen anderer Proben dadurch verfalscht wird. Ein falsches Analyseergebnis 
kann insbesondere bei der Analyse von Inhaltsstoffen in der medizinischen bzw. klinischen Diagnostik fur den Patien- 
ten schreckliche Folgen haben. 
is Analysen, die auf dem Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe beruhen, wurden in jungerer Zeit wegen ihrer 
relativ hohen erreichbaren Spezrfitat als Diagnosehilfsmittel angefuhrt. Diese Tests stellen jedoch wegen des ublicher- 
weise geringen Gehalts an Nukleinsauren und insbesondere der nachzuweisenden Nukleinsauren bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Nukleinsauren ahnlicher Sequenz sowie anderer Inhaltsstoffe, die Nukleinsaurebestimmungen emp- 
fLndlich storen konnen, eine erhebliche technische Herausforderung dar. Es hat sich herausgestellt, daB die in letzter 
20 Zeit immer popuiarer werdenden Amplifikationsverfahren, mit denen in einer Reaktion, abhangig von der Anwesenheit 
einer ganz bestimmten, nachzuweisenden Nukleinsauresequenz eine Vielzahl identischer Nukleinsauren hergestellt 
werden konnen, die Ernpfindlichkeit der Tests wesentlich verbessern konnen, so daB manchmal sogar einzelne Nukle- 
insauren nachgewiesen werden konnen. Die hohe erreichbare Ernpfindlichkeit der Nachweise hat jedoch auch zur 
Foige, daB Kontaminationen (Verunreinigungen) von anderen Proben mit selbst nur einer einzigen Nukleinsaure aus 
25 der Umgebung zu einem positiven Analyseergebnis fuhren kann und so ein positives Analyseergebnis vorgetauscht 
wird. Aus diesem Grund mu3 fur Nukleinsauretests eine besonders effektive Vermeidung bereits der Entstehung von 
Kontaminationen, d. h. der Austritt von Nukleinsauren aus einer Probe Oder einem Reaktionsgemisch in die Umgebung, 
betrieben werden. 

Bei der Vorbereitung von Proben zur Analyse von Inhaltsstoffen, insbesondere Nukleinsauren, werden in jungerer 
30 Zeit in vermehrten Umfang Verfahren eingesetzt. bei denen die Probenf lussigkeit und darin enthaitene Oder daraus iso- 
lierte Inhaltsstoffe in einem GefaB einer Behandlung unterzogen werden, bei der eine Flussigkeit durch eine EinlaBdff- 
nung in das GefaB eingebracht wird und die Flussigkeit nach einem oder mehreren Behandlungsschritten durch eine 
AuslaBdffnung aus dem GefaB entfernt wird. Solche GefaBe sind auf dem Markt in Form von Saulen erhaltlich, die bei- 
spielsweise Materialien zur Abtrennung von Inhaltsstoffen aus der Flussigkeit entharten, wie der QIAamp Kit der Firma 
35 Qiagen. Diese GefaBe befinden sich in einem GefaB, so daB eventuell austretende Flussigkeit in dieses GefaB austritt 
und nicht in die Umgebung. Diese Art der Behandlung von Flussigkeiten ist jedoch aufwendig und bendtigt ein entspre- 
chendes zweites GefaB. Daruber hinaus werden diese GefaBe in Zentrifugen eingesetzt, urn die Flussigkeit in das 
zweite GefaB zu schleudern. 

Aufgabe der voriiegenden Erf indung war, es die derzeit bekannten Verfahren zur Bindung eines biologischen Mate- 
40 rials an eine Festphase im Hinblick auf im Stand der Technik bekannte Nachteile teiiweise oder vollstandig zu verbes- 
sern. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase durch 
Bereitstellung einer das biologische Material enthaltenden Probenflussigkeit in einem ProbengefaB mit einer inneren 
Kontur und Einbringen eines gegen das ProbengefaB mit einer porosen Matrix verschlossenen, eine auf die innere 

45 Kontur abgestimmte auBere Kontur aufweisenden und hohlen Formkdrper in das ProbengefaB, so daB Probenflussig- 
keit durch die porose Matrix in den FormkdrpeV eindringt. 

AuBerdem ist Gegenstand der Erfindung ein hohler Formkdrper, enthaltend eine zur Bindung eines biologischen 
Materials fahige porose Matrix und Bauelemente zur Befestigung eines Deckels und eines den Formkdrper zumindest 
teiiweise umfassenden GefaBes. 

so Biologisches Material im Sinne der Erfindung kann jedes biologische Material sein. Insbesondere handelt es sich 
urn Inhaltsstoffe von Proben, wie sie in der medizinischen bzw. klinischen Diagnostik oder in der Molekularbiologie vor- 
kommen. Die Inhaltsstoffe sind entweder nieder- oder hochmolekulare Bestandteile. Niedermolekulare Bestandteile 
sind beispielsweise Haptene oder Antigene mit einem Molekulargewicht von weniger als 2.000 D. Hochmolekulare 
Bestandteile sind insbesondere Biopolymere. insbesondere solche, die aus Aminosauren oder Nukleotidbausteinen 

55 aufgebaut sind. Insbesondere handelt es sich urn immunologisch aktiveProteine. wie Antigene und Antikorper, und 
Nukleinsauren. Besonders geeignet ist das vorliegende Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren. 

Grundlage fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Bereitstellung einer das biologische 
Material enthaltenden Probenflussigkeit. Diese ist bevorzugt in einem ProbengefaB (A) enthalten, welches eine innere 
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Kontur (Ai 7) autweist. Diese .nnere Kontur ist bevorzugt glatt. Ein besonders bevorzugter Fall 1st. daB das ProbengefaB 
eine hohlzylindrische Innenform auiweist. 

Die Probenflussigkeit kann entweder in schon fur die Bindung des biologiscnen Materials gee.gneter Form ,n das 
ProbengefaB eingegeben werden. sie kann jedoch auch das Ergebnis von Vorbereitungsschntten e.ner ursprungl^chen 
Probenflussigkeit sein. Beispielhaft seien an dieser Stella zwei alternative Mdglichke.ten fur d.e Bere.tstellung von 
nukleinsaurehaltiges Material entha.tenden Probenflussigkeiten beschrieben. In einer **f™£^ 
urspriingliche ProbenBflussigkeit in einem AufschluBgefaB zur Freisetzung von NuMe.nsauren aus d'eser entha itenden 
Zelfen mittels eines die Zellwande lysierenden Reagenzes behande.t. Ansch I.eBend ^'^^^ 
Abtrennung unerwunschter Probenbestandteile. die nukleinsaurehaltige Probenf luss.gkeit.n das Prob ^a* (A) e.n- 
gefu.lt. In einer zweiten Ausfuhrungsform. welche bevorzugt ist. wird die ursprungl.che Proben uss.gke. . ,n , das Proben- 
gefaB eingefu.lt und erst dann Reagenzien zur Freisetzung der Nukleinsauren aus den ZeHen " 
diesem Fall liegen die Nukleinsauren frei in der Probenflussigkeit vor. Die Reaktonsschntte. d.e zu e,ner Bere.tstellung 
des biologischen Materials fuhren, sind dem Fachmann aus der Fachliteratur bekannt Fnrmithrnor , n 

Die das biologische Material enthaltende Probenflussigkeit wird nun im ProbengefaB (A) m,t der • F^ttpw (C 
: so in Kontakt gebracht daB Probenflussigkeit durch die pordse Matrix (C1 1) in den Formkorper (C) emdnng t Der 
Forlorper ist hohl. so daB die Probenflussigkeit in ihn eindringen kann. Bevorzugt hat der Formkorper e.ne hohlzyhn- 
d°sche F'orm, wobei das auf das ProbengefaB hindeutende Ende durch die pordse 

vom ProbengefaB wegdeutende Ende Bauelemente zur Befestigung eines Deckels ■^ZtiSSiSSE 
Formkorper ■ ist auf die innere Form des ProbengefaBes so abgesfmrnt. daB der Formkorper .n d»P^ng0M«n 
, gebracht werden kann. Bevorzugt liegt die auBere Kontur des Formkdrpers eng an der inneren Kontur des Probenge- 
faBes an, so daB der Formkorper sich wie ein im ProbengefaB bewegender Kolben verhait. 

Die Matrix (C1 1) ist ports, so daB die Probenflussigkeit durch sie hindurchdringen kann. H.erdurch .st es mogl.ch. 
die Filter zu verwenden. urn das Eindringen unerwunschter 

kdroer (C) zu vermeiden Bei den unerwunschten Bestandteilen kann.es sich beisp.elswe.se urn partkulare Bestand- 

> £ e' ha^e n z B Reste von Zellwanden. die bei einer vorangegangenen Lyse der Zel.en nicht 

auch Magnetpartikel. die zur Immobilisierung der Zellen verwendet worden «L In d.esem Fall f.ndet b«m ^Durchtntt 
der Probenflussigkeit durch die pordse Matrix eine Abreicherung der Probenf luss.gke.t an d.esen I MM* M«t 
Das biologische Material kann in diesem Fall in der Probenflussigkeit verble.bea In einer ^en Funtoon kann d e 
pordse Matrix selbst schon zur Bindung des biologischen Materials verwendet werden. H.erzu wird «neM*ro gewJWt 

o Sie eine Affinitat zu dem zu bindenden biologischen Material auiweist. Es ist sowohl eine ^^^^^ 
soezif ische Bindung mdglich, je nach gewahlter Oberf lache der Matrix. Enth&lt die Matnx an .hrer Oberf lache be.sp.eU5- 
SSftTJwL wahrend des Durchtritts der Probenflussigkeit durch die Matrix Anfgene. gegen d.e der 
SSSSr Matrix gebunden (immobiiisiert) werden. Fur die Bindung von immunologic* akt.ven 
Stoffen hat sich als pordse Matrix insbesondere Cellulose, z. B. Papier, als gunstig erwiesen. E.ne 

.5 Nukleinsauren ist beispie.sweise dadurch mdglich. daB a.s Matrix ein Glasfaservii* \(I^^^^^Z 
sierung) oder ein pordses Material, an dem eine NuWeinsaure. welche zu der zu b.ndenden NukJe.nsaure komplemen 
tar ist. gebunden ist (sequenzspezHische Immobilisierung). verwendet wird. MatrW « «ienn 

Belder pordsen Matrix kann es sich urn v.iesartige Matrizes handeln, aber auch urn part.ku are Matr zes wenn 
diese wiederum z B. durch Filter, so im Formkorper lokalisiert sind. daB die Probenfluss.gke.t Ge egenhe.t hat. in die 

« PoTen T paTku.aren Matrix einzudringen. Im bevorzugten Fall handl es sich bei ^SS^^^SZ 
f drmige Matrix. Es kann sich auch urn eine aus mehreren Komponenten (z B. »'^^ H *^ , ^ ) R f ^- 
Die Porositat der Matrix bewirkt ein langsames Durchstrdmen der Matr.x durch d.e Fluss.gke.t. so daB e.ne Reakt.on, 
z. B. Binding von Inhaltsstoffen der Flussigkeit an die Matrix, besonders effekt.v .st. 

Diese Matrix kann auf bekannte Weise in dem Formkdrper befestigt r^^T^TS^S^l^ 

45 ProbengefaB abgewandten Seite des Formkdrpers in den Formkdrper e.ngefugt und. z B. m.t HHfe e.nes Halte r .ngs^ 
an der vorbestimmten Position fixiert werden. Fur eine weitere Befestigung der ^^^^^ 
Formkdrper eingeschweiBt werden. Bevorzugt wird die Matrix jedoch von der dem ^^^^Z^Tfo^ 
den Formkdrper eingebracht. bevorzugt bis zu einem vorinstallierten Haltering entlang der Innenwand des Formkdr 
der uberstehende Rand so nach innen umgebdrdelt. daB die Matrix zw.schen Ha.ter.ng und 

so B ^^j^ r wjrd dje Matfix auf der dem p rob engefa6 abgewandten Seite durch einen ringfdrmig umlau- 
fende Vo^ un der inneren Kontur des Formkdrpers festgehalten. Ganz besonders bevorzugt .st 
n der MaterLtarke so gewahlt. daB er ohne Zerstdrung der Matrix und des ubrigen Formkdrpers abgebrochen wer- 



den kann 



Die pordse Matrix ist auBerdem besonders bevorzugt komprimierbar. Unter komprimierbar w.rd .m Sinne der Erf n- 
dung eine MaSx verstanden. aus welcher bei Ausuben eines Druckes durch Aufdrucken e.nes stempe 
Tes sich das auBere Volumen der Matrix verkleinert und daruber hinaus sich d.e PorengroBe vemngert. so daB 
ursprunglich in der Matrix enthaltene Flussigkeit aus der Matrix herausgedriickt w.rd. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Formkdrper (C) mit Hilfe eines den Formkdrper in Richtung auf die 
Umgebung aerosoldicht verschlieBenden Deckels in das ProbengefaB (A) eingefiihrt. Durch aufeinander abgestimmte 
Konturen wird der Durchtritt der Probenflussigkeit durch die pordse Matrix in den innenraum des Formkdrpers erzwun- 
gen. Hierbei wird das biologische Material an der pordsen Matrix gebunden. Danach wird die im Hinblick auf das biolo- 

5 gische Material abgereinigte Probenflussigkeit aus dem Formkdrper oder/und dem ProbengefaB entfernt. Dies kann 
beispielsweise dadurch geschehen. daB die Restflussigkeit durch die dem ProbengefaB abgewandte Seite des Form- 
kdrpers entnommen, z. B. abpipettiert, wird. Bevorzugt ist jedoch, daB die Restflussigkeit aus dem ProbengefaB (A) 
entnommen (z. B. abgesaugt) wird und bei diesem Vorgang die in den Formkdrper eingedrungene Restflussigkeit 
durch die pordse Matrix in das ProbengefaB dringt. 

70 Das erfindungsgem&Be Verfahren hat besonders fur solche biologischen Materialien besondere Vorteile, bei 

denen ein einmaliger Durchtritt durch die pordse Matrix noch nicht zur vollstandigen Bindung der Gesamtmenge des 
biologischen Materials ausgereicht hat. Es ist namlich mit der erfindungsgemaBen Konstruktion mdglich, durch Zuruck- 
ziehen des Formkdrpers, z. B. in einen Teil des ProbengefaBes. der nicht von Probenflussigkeit angefullt ist. und erneu- 
tes Einbringen in den mit Probenflussigkeit gefullten Teil des ProbengefaBes. zwei nochmalige Durchtritte der 

75 Probenflussigkeit durch die pordse Matrix zu erreichen. Dies kann die Ausbeute an immobilisiertem biologischem 
Material erhdhen. 

Nach Entfernen der restlichen Probenflussigkeit aus den Poren der Matrix kann. um eine eventuell erforderliche 
Entfernung weiterer zuruckgebliebener Verunreinigungen zu erreichen. die Matrix mit einer Waschldsung behandelt 
werden. Dies kann erf indungsgemaB bevorzugt dann geschehen. wenn der Formkdrper sich noch in dem ProbengefaB 

20 befindet. Durch Wahl eines Deckels, welcher sowohl das ProbengefaB als auch den Formkdrper aerosoldicht ver- 
schlieBt. wird der Eintrag von kontaminierenden Aerpsolen in den Formkdper reduziert, Um eine besonders zweckma- 
Bige Behandlung des Formkdrpers und des ProbengefaBes zu erreichen. ist die Kraft zur Ldsung des Deckels (B) vom 
ProbengefaB (A) geringer als die Kraft zur Ldsung des Deckels (B) von dem Formkdrper (C). Dies kann beispielsweise 
dadurch erreicht werden, daB der AnpreBdruck des Deckels auf die beiden Komponenten unterschiedlich stark ist. Der 

25 AnpreBdruck kann durch das Vorsehen von Rastelementen moduliert werden. 

Daruber hinaus kann durch Vorsehen von Rastelementen an dem Formkdrper (C) und dem ProbengefaB (A) 
erreicht werden. daB der Deckel entfernt werden kann, ohne daB sich der Formkdrper aus dem ProbengefaB Idst. 

Sofern das biologische Material in an die pordse Matrix gebundener Form vorliegt. kann es entweder noch in dem 
ProbengefaB (A) oder erst nach Entfernung des Formkdrpers (C) aus dem ProbengefaB (A) weiter bearbeitet werden. 

30 Unter einer Weiterbearbeitung wird insbesondere die Aufhebung der Bindung des biologischen Materials an die pordse 
Matrix verstanden. Es ist jedoch auch mdglich. das biologische Material direkt in an die pordse Matrix gebundener 
Form nachzuweisen. 

Zur Entfernung des Formkdrpers (C) aus dem ProbengefaB (A) wird bevorzugt ein weiterer, den Formkdrper in 
Richtung auf die Umgebung aerosoldicht verschlieBender Deckel (B) benutzt, wobei die Kraft zur Ldsung des Formkdr- 

35 pers (C) aus dem ProbengefaB (A) geringer ist als die Kraft, mit der der Deckel den Formkdrper (C) festhait. Der Form- 
kdrper kann daraufhin in ein GefaB (D) eingebracht werden. wo er so befestigt ist. daB er bevorzugt nur unter 
Zerstdrung des Formkdrpers (C) Oder des GefaBes (D) oder mit einer Kraft, die grdBer ist als die Kraft, die zur Ldsung 
des Deckels (B) vom Formkdrper (C) erforderlich ist. aus dem GefaB (D) entfernt werden kann. Im GefaB (D) kdnnen 
die Reaktionen zur Aufhebung der Bindung des biologischen Materials durchgefuhrt werden. 

40 Die Reihenfolge der beiden Schritte Bereitstellung der Probenflussigkeit in dem ProbengefaB (A) und des Einbrin- 

gens eines Formkdrpers in das ProbengefaB ist prinzipiell vertauschbar. In einer ersten Mdglichkett kann zunachst der 
Formkdrper in das ProbengefaB eingebracht werden und daraufhin die Probenflussigkeit eingefullt werden. Dies kann 
sowohl in den Innenraum des Formkdrpers als auch in das ProbengefaB geschehen. Bevorzugt ist jedoch der Fall, daB 
die Probenflussigkeit sich zunachst im ProbengefaB befindet und anschlieBend der Formkdrper in das ProbengefaB 

45 eingefiihrt wird. 

Gegenuber Verfahren, die auf einem Durchsaugen einer Probenflussigkeit durch eine pordse Matrix, z. B. ein Sau- 
lenmaterial, oder auf Zentrifugation der Probenflussigkeit durch eine pordse Matrix beruhen. hat das erfindungsge- 
maBe Verfahren den Vorteil, daB deutlich weniger Aerosole gebildet werden und Zentrrfugation und Absaugschritte 
sind auBerdem recht komplexe Vorgange. Die Automation der Arbeitsabiaufe ist mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 

so ren ebenfalls besser mdglich als mit den bekannten Verfahren. Die Mdglichkeit. die Probenflussigkeit mehrmals durch 
die pordse Matrix flieBen zu lassen, stellt ebenfalls einen groBen Verfahrensvorteil dar. 

In Figur 1 ist ein erfindungsgemaBer Formkdrper gezeigt. Es handelt sich hier um ein im wesentlichen hohlzylindri- 
sches GefaB. welches auf der einem ProbengefaB zugewandten Seite eine pordse Matrix (C1 1) aufweist. Diese wird 
durch den Haltering (C18) und die Bdrdelkante im Formkdrper fixiert Daruber hinaus sind die umlaufenden Haltemittel 

55 (C15 und C13) zur Befestigung eines Deckels bzw. zur Befestigung des Formkdrpers in einem ElutionsgefaB erkenn- 
bar. Bevorzugt enthait der Formkdrper weiterhin Mittel zur Fixierung weiterer Mittel in seinem Inneren. z. B. eine Ein- 
rastkerbe (C17) fur die Fixierung eines Stempels. Der Formkdrper hat eine AuBenkontur (C12) und eine Innenkontur 
(C16). Der Hohlraum im Inneren des Formkdrpers ist mit C14 bezeichnet. Der Haltering (C18) ist hier in einer Form 
gezeigt, in der er von dem Formkdrper durch Vorsehen von Sollbruchstellen entlang der inneren Kontur abbrechbar 
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m |«w Fern ^ * InneiKomur 

siven Kontaminationsschutz zu gewahrieisten. , . hronH 7pllpn deren N U kleinsauren 

sich durch Anlegen von Unterdruck offnet Pmbenbestandteile von den Zeilen konnen ein Oder mehrere 

der Zeilen sowie die NdWeinsauren antral an Fbrmkorper (C) e.ngeluhtt, desser. auBer. nonu M £ 
. non^A^deeP^enge^ 

die Reakt onsmischung hin durch einen Filter (Cli) verscniossen. u.« ^ * lam - nf mim ^nthait welches zum 

zugt mit Hilfe eines Bauelementes (B11) des Deckels (B). 

VerschluB des ProbengefaBes geeignet ist. In diesem Fall w,rd teftmM^r ^ZdSZ!rSS^^6 auRer- 
2 eitig m itdemVersch,u3desProb^ 
s dem die Reaktionsmischung durch den Filter (C1 1 ) n den Honiraum^ i j« aehindert werden und anderer- 

Vorsehen des Filters kfinnen einerseits grofie Parcel an dem Brtntt m den ^^ ^^^ Rea ktionsmi- 
seits kann, wenn der Filter nukleinsaurebindende Eigenschaften hat, schon wan rend ' ^s Durchtrms de ^ 
schung eine Bindung der Nukleinsauren an den Filter erre.cht werden. In d.esem Fall .st es zwecKma 
glasfaserhaltiges Filtermaterial zu wahlen. 
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In emem nachsten Schritt wird die verbleibende Lysereaktionsmischung aus der durch A und C gebildeten Vorrich- 
tung entfernt. z. B. durch Absaugen durch eine untenliegende AusiaGdffnung (A1 1) im ProbengefaG. Auch die in den 
Hohlkdrper (C14) des Formkdrpers eingedrungene Ldsung wird somit entfernt. so daG der Filter mdglichst keine Flus- 
sigkeitsreste mehr enthalt. Danach wird der bisher verwendete Deckel (B) entfernt, wobei der Formkdrper (C) zunachst 
5 im ProbengefaG verbleibt (eingerastet) (V). 

Gleichzeitig Oder anschlieGend wird ein ElutionsgefaG (D) zur Aufnahme des Formkdrpers (C) vorbereitet Ein 
gegebenenfails auf diesem GefaG bef indlicher Deckel wird entfernt (VI). Bevorzugt wird vor Uberfuhrung des Formkor- 
pers (C) in das ElutionsgefaG (D) eine Elutionsldsung in das ElutionsgefaG vorgelegt z. B. einpipettiert. Die Zusam- 
mensetzung der Elutionsldsung richtet sich nach der Art der Bindung der Nukleinsauren an das Material im Filter (C). 
io Sie enthalt Reagenzien, unter deren Einwirkung die immobilisierten Nukleinsauren von dem Material eluiert. d. h. 
geldst, werden. Der ursprunglich das ElutionsgefaG verschlieGende Deckel (B) wird auf das ProbengefaG (A) mit dem 
Formkorper (C) aufgesteckt (VII). 

Zur Entnahme des Formkorpers (C) aus dem ProbengefaG (A) wird der Formkorper (C) mit dem Deckel (B) entfernt 
(VIII). Die Kombination aus Deckel und Formkorper wird anschlieGend in das ElutionsgefaG eingefuhrt (IX). Bevorzugt 
is enthalt der Formkorper (C) Mittel (C13, nicht gezeigt) zur Fixierung des Formkdrpers im ElutionsgefaG (D), die bewir- 
ken, daG der Formkorper nur unter Zerstdrung des Formkdrpers (C) Oder des GetaGes (D) oder mit einer Kraft, die gro- 
Ger ist als die Kraft die zur Ldsung des Deckels (B) vom Formkorper (C) erforderlich ist, aus dem GefaG (D) entfernt 
werden kann. Eine Entfernung des Formkdrpers aus dem ElutionsgefaG ist nicht beabsichtigt. 

. Wahrend des Eindringens des Formkdrpers (C) in das ElutionsgefaG dringt die vorgelegte Elutionsldsung in den 

20 Filter (C1 1 ) und die Idst die immobilisierte NuWeinsaure von der festen Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten Elu- 
tionsldsung wird entweder nur der Filter mit der Elutionsldsung getrankt Oder dringt die Elutionsldsung mit den wieder 
geldsten Nukleinsauren in den Hohlkdrper (CU) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren mdglichst vollstandig ver- 
lauft, sollte die Innenkontur des ElutionsgefaGes mdglichst dicht an die AuGenkontur des Formkdrpers angepaGt sein. 
In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Formkorper (C) und ElutionsgefaG (D) ent- 

25 fernt (X). Er wird benutzt, urn einen Stempel (E) aufzunehmen (XI) und in den Hohlraum des Formkdrpers (C) einzu- 
fuhren (Xll).Dieser Deckel greift von innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter (C11) 
gepreGt, daG Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksfiache befindliche Offnung in einen Innenraum des 
Stempels eindringt. Dieser Vorgang ist besonders effektiv, wenn die Andrucksfiache in ihrer auGeren Kontur zumindest 
in dem Bereich. in dem die Auspressung stattfinden soil, an die innere Kontur des Formkdrpers (C) angepaGt ist. Der 

so Stempel (E) kann bevorzugt in dieser Lage, z. B. durch Einrasten, fixiert werden. Da die so gebildete Vorrichtung durch 
den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleinsaurehaltige Ldsung in der Vorrichtung aufbewahrt werden. 

Zur Entnahme einer gewunschten Menge an NuWeinsaureidsung kann der Deckel entfernt (XIII) und uber eine Off- 
nung des Innenraums des Stempels die gewunschte Menge entnommen, z. B. in einem Pipettiervorgang (XIV). 
AnschlieGend kann der Deckel wieder aufgesetzt werden. 

35 Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein hohler Formkorper enthaltend eine zur Bindung eines biologischen 

Materials fahige pordse Matrix (C1 1) und Bauelemente (C12, C13) zur Befestigung eines Deckels und eines den Form- 
korper zumindest teilweise umfassenden GefaGes (D). Die Bauelemente (C12 und C13) stellen vorzugsweise Rastele- 
mente dar, die das Handling des Formkdrpers erhdhen und das Zusammenspiel der einzelnen verwendeten Module 
erleichtern. 

40 Der erf indungsgemaGe Formkdrper kann auf einfache Weise durch spritzguGtechnische Verfahren hergestellt wer- 

den. Der Grundkdrper besteht hierzu bevorzugt aus Kunststoff wie beispielsweise die Kunststoffe vom Polypropylen- 
Typ. 

In Figur 1 ist ein erf indungsgemaGer Formkdrper im Langsschnitt gezeigt 

In Figur 2 ist ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren gezeigt, welches das erf indungsgemaGe Verfahren zur 
45 Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase beinhaltet. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher eriautert: 

Beispiel 1 

so Der beispielhafte erfindungsgemaGe Formkdrper ist ein zylinderfdrmiges Kunststoff-Rdhrchen (AuGendurchmes- 

ser = 6.75 mm, Innendurchmesser = 6,0 mm, Hdhe = 40.4 mm. Novolen 1 100 UCX. hergestellt durch SpritzguG), des- 
sen obere EinlaGdffnungs-AuGenwandung eine Einrastlippe (C15) aufweist zur reversiblen Kopplung eines Deckels mit 
dem Formkdrper. Eine weitere Einrastlippe (C13) befindet sich ca. 6 mm unterhalb der ersten Einrastlippe. Sie wird fur 
die irreversible Fixierung des Formkdrpers im ElutionsgefaG (D) bendtigt. An der oberen EinlaGdffnung-lnnenwandung 

55 befindet sich eine Einrastkerbe (CI 7) zur irreversible Fixierung eines AuspreGstempels E im Innenraum des Formkdr- 
pers. 

Die AusiaGdffnung (= Rdhrchen-Boden) wird mit einem Glasfaservlies (Durchmesser = 7.0 mm, Hdhe 1.5 bis 3,0 
mm) verschlossen. 
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Das Glasfaservlies wird nach oben uber enen. an drei Stellen mit der Innenwandung des Tubes ^rbundenen 
abrembare Xng C 8) und von unten uber e.ne Bordelkante fixiert. Zur Minim.erung des Totvclumens ,st der abre B- 

und ProbengefaG (A) bzw. ElutionsgefaG (D) ubernehmen. 
Beisoiel 2: 

Rioloaische Materialien / P.hpmikalien / Devices 



75 



20 



Probenmaterial: 
Bindungspuffer: 
Waschpuffer: 
Elutionspuffer: 



Langenstandard II, Fa. Boehringer Mannheim 
Qiagen AL 1 / AL 2 (4 Teile /1 Teil). Fa. Qiagen 
Qiagen AW-Puffer, Fa. Qiagen 
10 mM Tris-Puffer pH 9.0 



25 



ProbengefaG (A) 
ProbengefaG-Deckel (B) 

Formkdrper (C) mit einer pordsen Matrix aus Glasvhes (C1 1) 
ElutionsgefaG (D) 
ElutionsgefaG-Deckel (E) 
AuspreGstempel-Formkdrper (F) 

Ansatz der Probenlosunaen 



30 





Probe: 


200 ul (6 ul Langenstandard II in PBS-Puffer gelost) 


35 


Proteinase K: 
Bindungspuffer: 


25 Ml 

200 ul (AL 1 und AL 2-Puffer in Vernaltnis 4+1 gemischt) 




Ethanol: 


210 ul 


40 


Gesamtvolulmen pro Ansatz 


635 ul 



50 



45 Durchfuhru ng Hps Beisoieles 

ProbenaefaB (A) wird mit 200 ul Probe. 25 ul Proteinase K-Lbsung und 200 ui Bindungspuffer gel fullt. Das Proben- 

auf 20°C in 3 min. Das ProbengefaB (A) wird gedffnet und es erfolgt e.ne Zugabe von 210 ul Ethanol. Das Krooenge 

wird die im Formkdrper (C) stehende Flusisgkeit nach unten abgesaugt. Dabe s.romtd.e Fluss,gke.t 
das Glasvlies und noch nicht gebundene Nukleinsaure wird an d.e Matnx f.x.ert. 



55 
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Die Glasvlies-Matrix wird 2mal mit 500 ul Waschpuffer gereinigt. Die liber der Matrix stehende Pufferlosung wird 
durch das Giasvlies abgesaugt. AnschlieBend wird die Matrix mit der geremigten NuWeinsaure bei 50°C/3 min getrock- 
net Der ProbengefaG-Deckel (B) wird verworfen. 

Der Formkorper (C) mit der Nukleinsaure wird mittels ElutionsgefaB-Deckel (E) von dem ProbengefaB (D) in einen 
vorbereiteten Eiutionspuffer mit 200 ul Elutionspuffer uberfuhrt. Der Elutionspuffer lost die Nukleinsaure von der Glasv- 
lies-Matrix ab. Die NuWeinsaure-Losung stent teilweise uber der Matrix. 

Die Matrix im Formkorper wird in einem weiteren Schritt durch das Einfuhren des AuspreGstempei-Formkdrper (F) 
mit dem ElutionsgefaB-Deckel (E) komprimiert. urn das Totvolumen der Nukleinsaure-Ldsung zu minimieren. 

Nukleinsaur e- Ausbeuten 

Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen NuWeinsaureprobe-Konzentrationen durchgefuhrt. Folgende Ergeb- 
nisse konnten ermittelt werden: 

Versuchsreihe 1: Probenkonzentration: 6 ua Nukleinsaur e/200ul Elutionslosunq 



Versuchs-Nummer 


isolierte gebundene 
Nukleinsaure(ug) 


Ausbeute 
(%) 


Versuch 1 


1.4 ug 


22,9 


Versuch 2 


1 ,6 ug 


27,5 


Versuch 3 


L2ug 


23.8 


Versuch 4 


1.5 ug 


29.8 


Versuch 5 


1 ,6 ug 


35,2 



Versuchsreihe 2: Probenkonzentration: 20 ua Nukleinsau re/200 ul Elutionslosunq 



Versuchs-Nummer 


isolierte gebundene 
Nukleinsaure (ug) 


Ausbeute 
(%) 


Versuch 1 


3.7 ug 


28,0 


Versuch 2 


6.4ug 


38.8 


Versuch 3 


4,8 ug 


40.0 


Versuch 4 


4,1 ug 


30.3 


Versuch 5 


5.1 ug 


37.8 



Bezugszeichenliste 

A ProbengefSB 

10 EinlaBdffnung 

1 1 AuslaGSffnung 
17 innere Form 
19 AuGenform 

22 Element zur Fixierung von weiteren Funktionselementen 

B Deckel 
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i o Bauelement zum VerschiieBen des ProbengefaBes A 

1 1 Bauelement zum Ergreifen des Formkorpers C 

C Formkorper 

1 1 pordse Matrix 
5 12 auBere Kontur 

1 3 Mittel zur Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefaB 

14 Hohlkdrper 

15 Mittel zur Befestigung eines Deckels 

16 innere Kontur 

w 17 Mittel zur Fixierung eines Stempels E. umlaufend 

18 umlaufender Steg, abbrechbar 

19 Rand 

D ElutionsgefaG 

12 Einrastkerbe 
75 E Stempel 

10 Andrucksflache 

i-1 AuBenkontur 

12 Innenraum 

13 Offnungen in der Andrucksflache 
20 14 Entnahmedffnung 

15 Dichtung 

16 Einrastring 

17 Aussparung 

25 Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase durch 

- Bereitstellung einer das biologische Material enthaltenden Proberfluss.gkeit in einem ProbengefaB (A) mit 

30 - E^^ 

^T^^mmte Kontur (C12) aufweisenden und hoh.en Formkorpers (C) in das ProbengeMB (A), 
so daB Probenflussigkeit durch die porbse Matrix (C1 1) in den Formkorper (C) emdringt. 

■35 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet daB der Formkorper (C) anschlieBend aus dem Proben- 
gefSB (A) entfernt wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daBdie pordse Matrix (C1 1 J zur Bindung des biologischen 
Materials befahigt ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB das biologische Material eine Nukleinsaure ist. 

5. Verfahren gemafl Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die restliche Probenflussigkeit vor Entfernen des 
Formkorpers (C) aus dem ProbengefaB (A) abgesaugt wird. 

6 Verfahren gemSR Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. da6 der Formkorper (C) anschlieBend irrein GefaB (D) 
eingebracht wird. in dem das gebundene biologische Material freigesetzt wird. 
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7 Verfahren oemaB Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, daB das Einbringen des Formkorpers (C) in das Proben- 
ge?B (A) Sttl etnTdas ProbengefaB (A) und den Formkorper (C) in Richtung auf die Umgebung aerosoldicht 
verschlieBenden Deckels (B) vorgenommen wird. 

8 Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. daB die Kraft zur Losung des Deckels (B) vom Probenge- 
faB (A) geringer ist als die Kraft zur Losung des Deckels (B) von dem Formkorper (C). 

9 Verfahren oemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daB der Formkorper Mittel (C12) zur Fixierung des Form- 
2^q^3SiB (D aufweist.die bewirken, daB der Formkdrper nur "^.^^^"^ 
(C) oder des GefaBes (D) oder mit einer Kraft, die groBer ist als die Kraft. =.e zur Losung des Deckels (B) vom 
Formkorper (C) erforderlich ist. aus dem GefaB (D) entfernt werden kann. 
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1 0. Hohler Formkorper. enihaltend eine zur Bindung eines biologischen Materials fahige porbse Matrix (Cl 1 ) und Bau- 
elemente (C13 und C15) zur Befestigung eines Deckels und eines den Formkorper zumindest teilweise umfassen- 
den GefaGes (D). 

1 1 . Formkorper nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. dafl er auf die fur das GefaB vorgesehene Seite hin mit- 
tels einer f lussigkeitsdurchlassigen porosen Matrix (C 1 1 ) verschlossen ist. 

12. Formkorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. da(3 die Matrix (C11) mit Hilfe eines abbrechbaren 
umlaufenden Steges (C18) in dem Innenraum (C14) des Formkorpers fixiert ist. 

13. Formkorper nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. dafi die Matrix (CT1) komprimierbar ist. 
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